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NOUVEAUX COMPOSES, UTILISABLES EN TANT QU' AGENTS 
ANTIOXYDANTS DANS DES COMPOSITIONS PHARMACETJTIQTJES , 
COSMETIQUES OU ALIMENTAI RES ET LEUR PROCEDE DE 

PREPARATION 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

La prSsente invention a pour objet de 
nouveaux composes , pouvant £tre utilises en tant 
10 qu' agents antioxydants dans des compositions 
pharmaceutiques, dans des compositions cosmetiques et 
dans des compositions alimentaires ainsi que leur 
proc^de de preparation. 

15 ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les antioxydants ont pour particularity de 
capter les radicaux libres, qui sont des molecules tres 
r^actives intervenant dans de noinbreuses pathologies , 
en particulier celles d6coulant d'un stress oxydant, 
2 0 comme par exeraple, les maladies cardiovasculaires et le 
diabete * 

Ainsi, certains antioxydants peuvent etre 
utilises pour leur activite anti-inf lammatoire, en 
particulier les antioxydants permettant d'inhiber la 
25 production de cytokines pro-inf lammatoires tels que le 
facteur TNF-a, dans les macrophages et les monocytes . 

Les antioxydants peuvent egalement 
intervenir dans la protection des cellules, en limitant 
le declenchement du programme genetique de mort 



5 



* 



2 

,cellulaire ou apoptose, pouvant etre engendre par une 
accumulation de radicaux libres. 

Plusieurs antioxydants d'origine naturelle 
ont fait 1'objet egalement d' evaluations quant & leur 
5 action contre le cancer. Ainsi, dans 1' article de 
M.Jang et al, « Cancer Chemoprotective Activity of 
Resveratrol, a natural product derived from grapes », 
Science 1997, 275, 218-220 [1] , le resveratrol, une 
phytoalexine antioxydante extraite du raisin est 

10 decrite comme pr^sentant une activite preventive contre 
le cancer sur des modules animaux. L' article de M.V 
Eberhardt et al . « Antioxydant Activity of Fresh 
Apples », Nature 2000, 405, 903-904 [2] d^montre que 
des extraits de pomme testes sur des lignees 

15 cellulaires anticancereuses engendrent, de m§me, une 
activity antiproliferative in vitro de ces lignees, 

Enfin, des etudes, telles que celles 
publiees dans 1' article de T.Finkel et al . « Oxydants, 
Oxidative Stress and the biology of ageing », Nature 

20 2000, 408, 239-247 [3] ont egalement mis en evidence 
les liens entre stress oxydant et vieillissement 
cellulaire. De ce fait, on peut envisager d'incorpbrer 
des antioxydants dans des compositions cosmetiques, 
destines S. capter les radicaux libres responsables, 

25 notamment de 1' apparition de rides. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

Le but de la presente invention est de 
proposer de nouveaux composes, utilisables en tant 
qu' agents antioxydants ainsi qu'un procedS de 
3 0 preparation de ces composes et egalement des 



compositions pharraaceutiques , cosmetiques, et 

aliment a ires comprenant ces agents. 

Ainsi, la presente invention a pour objet 
des composes repondant a la formule (I) suivante : 




(I) 

dans laquelle les R lf R 6 , R 7 et R 8f identiques ou 
differents, representent H, -OH ou OR 9 , R 2 represente H, 
-OH ou -OR 9 , R 3 represente H, R 9 , -C0 2 R 9 ou -CO-NHR 10 , ou 
R 2 et R 3 foment ensemble un groupe -O-CO-, les R4 et R 5r 
identiques ou differents, representent H ou R 9 , R 9 
representant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
comportant de 1 a 20 atomes de carbone, Rio representant 
R 9 ou -(CH 2 ) a -NH- (CH 2 )b-NH 2 , a et b etant des entiers 
allant de 2 a 4 et leurs sels, a 1' exception du compose 
dans lequel R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -O-CO-, 
les R 4/ R 5/ R 6 et R 8 representent H, les Ri et R 7 
representent -OH et du disel de potassium correspondant 
a ce compose, a 1' exception du compose dans lequel R 2 
et R 3 forment ensemble un groupe -0-CO-, les Ri et R 7 
representent -OCH 3 , les R 4 et R 5 representent -CH 3 et 
les R 6 et R 8 representent H et a 1' exception du compose 
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dans lequel les R X/ R 2 et R 7 representent -0-CH 3/ R 3 
represente -C0 2 CH 3 , les R4 et R 5 representent CH 3 et les 
R 6 et R 8 representent H. 

L' invention comprend egalement les sels 
5 eventuels correspondant a ces composes* 

On entend, selon 1' invention, par sels les 
composes de structure ionique resultant de 1' action 
d'une base rainerale sur le ou les protons labiles du 
compose . 

10 Ainsi, lorsque R 4 et R 5 representent H dans 

le compose selon 1' invention, les sels correspondant s 
peuvent se presenter sous les formes suivantes : 



Re 




Re 



A pouvant representer un metal alcalin, tel 
que Na + , K + , un ammonium NH 4 + . 



Dans la formule (I) , lorsque R 2 et R 3 
forment ensemble un groupement -0-CO- , le compost 
repond a la formule (II) suivante : 




(II) 

les Ri, R4, R 5/ R 6 et R Q repondant a la mgme definition 
5" que celle donnee precedemment ♦ Ces composes, notamment 
de part la presence d'un motif cyclique central avec un 
cycle lactone se caract^risent par un pouvoir 
antioxydant particulierement ef f icace . 

10 Dans la formule (I) , les R 2 et R 3 peuvent 

egalement former independamment des radicaux identiques 
ou diff€rents, tels que des atomes d'hydrogene. A titre 
d'exemple, on peut citer le compose de formule (III) 
suivante : 
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(III) 

dans laquelle les R if R 2 , R3/ Re et R 8 representent H, les 
R 4 et R 5 representent CH 3 (design^ par Me dans la 
5 formule ci-dessus) , les R 7 representent -OCH 3 (design^ 
par -OMe dans la formule ci-dessus) * 

En ce qui concerne le groupe R 9 , representant un groupe 
alkyle lin^aire ou ramifie comportant de 1 a 20 atonies 
de carbone, on peut citer, a titre d'exemples, le 
10 groupe methyle, Sthyle, n-propyle, n-butyle, t-butyle. 

La presente invention a egalement pour 
objet un procede de preparation de composes de formule 
(I) suivante ; 




(I) 

dans laquelle les R l7 R 6 , R 7 et R 8 , identiques ou 
differents, represexxtent H, -OH ou 0R 9 , R 2 represente H, 
-OH ou -OR 9 , R 3 represente H, R 9 , -C0 2 R 9 ou -CO-NH-R 10 ou 
R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -0-CO-, les R 4 et R 5| 
identiques ou differents, representent H ou R 9 , R 9 
represent ant un groupe alkyle lin^aire ou ramifie 
comportant de 1 a 20 atomes de carbone, Rio repr^sentant 
R 9 ou -(CH 2 ) a -NH- (CH 2 )b-NH 2 avec a et b etant des entiers 
allant de 2 a 4, et leurs sels, ledit procede 
consistant & faire reagir un compose de formule (IV) 
suivante : 




(IV) 

dans lequel les R x , R 2 et R 3 ont la meme definition que 
celle donnee precedemment , les Rn, R12 representent - 
B (0R 13 ) (OR i4 ) ou -Sn(R 15 )3, les R x3 et R14, identiques ou 



I 
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differents, representent H ou un groupe alkyle de 1 i 7 
atomes de carbone ou les Ri 3 R X4 forment ensemble un 
groupe alkylene lin6aire ou rarnifie, Ris represente un 
groupe methyle ou butyle, 
5 avec un compose de formule (V) suivante : 



les R 4 , R 5/ R 6/ R 7 et R 8 repondant a la meme definition 
que celle donn€e pr^cedemment et X etant un groupe 

10 partant, ladite reaction s'effectuant en presence d'une 
base, d'un catalyseur a base de platine ou palladium et 
etant suivie e vent ue 1 1 ement d'une 6tape de traitement 
destin^e a obtenir les sels correspondants . 
Lorsque R x3 et R i4 forment ensemble un groupe lineaire 

15 ou ramifi<§, ce groupe comprend, par exemple, de 2 a 3 
atomes de carbone, tel que les groupes -CH 2 -CH 2 -, -CH 2 - 
CH 2 -CH 2 -, -C(CH 3 ) 2 -C(CH 3 ) 2 -, -CH{Ph) -CH 2 -CH (Ph) - , Ph 
representant un groupement phenyle. 

2 0 De preference, le groupe partant X est 

choisi parmi le groupe comprenant les halogenes tels 
que F, CI, Br, I, le triflate -0-S0 2 CF 3 , 



platine ou palladium est choisi de maniere S obtenir 
2 5 une reaction de couplage entre le compose de formule 
(IV) et le compost de formule (V) . De preference, ce 




(V) 



Selon 1' invention, le catalyseur a base de 
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catalyseur est un complexe de platine ou palladium, tel 
que le dichlorobis (triphenylphosphine) palladium 

PdCl 2 (PPh 3 ) 2 , le tetrakis (triphenylphosphine) palladium 

Pd(PPh 3 ) 4 . 

Selon 1' invention, la base utilis6e dans 
le cadre de ce proc^dS est une base choisie, par 
exemple, parmi NaOH, Ba(OH) 2 , Na 2 C0 3 , K 2 C0 3 , Cs 2 C0 3 , 
K 3 P0 4 , CH 3 COONa, CH 3 COOK, CH 3 ONa, CH 3 CH 2 0Na, les amines 
telles que la triethylamine . 

L'eventuelle etape destinee a obtenir les 
sels adequats consiste, une fois le produit de formule 
(I) obtenu, a traiter ce produit, par exemple par une 
base minerale. Ainsi, lorsque les R 5 representent H, un 
traitement par une solution d'hydroxyde de potassium 
permet obtenir le disel de potassium correspondant , 
qui n'est autre qu'un dicarboxylate de potassium. 

On note que le procede selon 1' invention 
peut comporter eventuellement des etapes de protection 
des fonctions sensibles aux conditions reactionnelles, 
ces fonctions €tant ensuite deprotegees en fin dudit 
procede. 

De maniere plus detaillee, le procede de 
preparation des composes de formule (I) consiste, tout 
d'abord, a melanger les reactifs repondant aux formules 

(IV) et (V) avec le catalyseur adequat , dans un 
solvant aprotique, par exemple le tetrahydrof urane 

(THF) , sous atmosphere de gaz inerte. Ensuite, apres 
homogeneisation du melange reactionnel, on introduit 
une base, par exemple, du bicarbonate de sodium. Le 
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melange reactionnel est ensuite porte a reflux sous 
agitation vigoureuse pendant une duree adequate (c'est- 
a-dire la dur<§e n<§cessaire & l'obfcention du compose de 
formule (1), 1 ; avancement de la reaction pouvant etre 
5 suivi par des techniques classiques telles que la 
chromatographie sur couche mince) * Le melange 
reactionnel est alors traite par ajout d'eau. La phase 
aqueuse est extraite avec un solvant organique, par 
exemple du di chl or ome thane • Les phases organiques sont 
10 reunies, secMes puis concentrees , Le produit obtenu 
est finalement purifie par des techniques classiques 
telles que la chromatographie sur colonne. 



Le proced£ de preparation des composes 
15 conforraes a 1' invention met en jeu des composes de 
formule (IV) et (V) , qui peuvent etre disponibles 
commercialement ou prepares avant la mise en ceuvre du 
proced6 de 1' invention 

Ainsi, le compose de formule (IV) , avec Ru 
20 et R 12 representant -B (OR3.3) (OR14) , peut etre obtenu en 
faisant reagir un composS derive du naphtalene de 
formule (VI) : 




y 



(VI) 

25 

les Ri, R 2 et R 3 ayant la meme definition que celle 
donnee precedemment et les Y identiques ou differents 
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etant des groupes partants choisis, par exemple, parmi 
les halogenes tels que le fluor, chlore, brome, iode, 
le trif late -0-S0 2 -CF 3 , 
avec un compose bore de formules : 

.0*13 R13O .OR 13 

bRl4 R "° ° R " 



R 13 et R14 ayant la m§me signification que celle donn6e 
ci-dessus, ladite r§action s'effectuant en presence 
d'une base et d'un catalyseur a base de platine ou de 
palladium tel que le 1/1'- 

bis (diphSnylphosphino) ferrocene dichloropalladium ou 
PdCl 2 (dppf), dppf signifiant le 1,1'- 

bis (diph<§nylphosphino) ferrocene . 

Le compose de formule (V) peut etre obtenu 
par un procede comprenant la succession d'etapes 
suivantes : 

a) reaction d'un ph§nylac£tate de formule (VII) 
suivante : 




R 7 



(VII) 
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les R 5 , R 6 , R? et R 8 ayant la meme definition que celle 
donnee precedemment , en milieu basique, avec un (X- 
alcoxyacetate d' alkyle de formule R 4 0-CH 2 -CO-OAlk, R 4 
repondant a la raSme definition que celle donnee 
5 pr6c£detnment , le groupement Alk etant un groupement 
alkyle lineaire ou ramifi^ comportant de 1 a 2 0 atomes 
de carbone, pour former un compose de formule (VIII) 
suivante : 



o 




10 (VIII) 

b) reaction du compost (VIII) , en milieu basique avec 
un compose silyle de formule (R 16 ) 3 SiHal / Ri 6 etant un 
groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant de 1 a 4 
15 atomes de carbone, Hal etant un groupe halogdne, tel 
que F, CI, Br, I afin d'obtenir un compose disilyl§ de 
formule (IX) : 



• — ' " — •—' w » 
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OSi(Ri 6 )3 0R S 




OSi(R 16 ) 3 



(IX) 



c) reaction de cyclisation du compose (IX) avec le 
5 chlorure d'oxalyle (ClCO) 2 , pour former le compose de 



formule (X) : 




(X) 
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d) reaction du compose (X) avec un reactif apte a 
former avec le -OH du cycle lactone un groupe partant X 
afin d'obtenir le compose de formule (V) . 

A titre d'exemples, ce groupe partant X 
peut etre choisi parmi les groupes de formule -0-S0 2 -CF 3 
ou -0-S0 2 - (CF 2 ) n -CF 3 avec n etant un entier allant de 1 
a 8. 
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On note que les composes comportant dans 
les formules ci-dessus, des liaisons symbolisees par : 

peuvent §tre utilises dans le cadre de ce 4 proc6dS sous 
leurs diff ^rentes formes isomeres . 

Ainsi, dans l'§tape a) , la reaction 
s'effectue dans un milieu basique, ce milieu etant 
destine a deprotoner le groupement -CH 2 - situS en 
position a du groupement -C0 2 Rs du composS (VII) . Ce 
milieu basique peut Stre par exemple une solution de 
diisopropylamidure de lithium (ou LDA) . L'esp£ce 
reactive ainsi formee peut se condenser avec l'oc- 
alcoxyacetate d'alkyle pour donner le produit (VIII) . 
Les etapes b) et c) , qui consistent & synthStiser un 
compose 1, 3 -bis (trialkylsiloxy) -1, 3 -butadiene (IX) , 
suivi d'une cyclisation sont adaptees des travaux de 
Langer, tels que ceux explicites dans la publication 
« Domino Reaction of 1, 3-bis (trimethylsilyloxy) -1, 3- 
dienes with Oxalyl Chloride : General and 
Stereoselective Synthesis of y-Alkylidenebutenolides » 
P . Langer et al., Chem. Eur . J. 200 0 , 6, N°7, 3204-3214 
[6] . 

Enfin, l'6tape d) peut s'envisager selon 
tout type de reactions a la portee de l'homme de 1'art, 
lesdites reactions permettant de convert ir le 
groupement -OH en groupement reactif tel qu'un triflate 
ou un fluoroalkyl sulfonate -S0 2 - (CP 2 ) n -CF 3 avec n etant 
un entier allant de 1 a 8 . 
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A titre d'exemple, lorsque le groupe 
partant X est un groupe trif late (symbolise par OTf ) , 
le compose f aisant partie des composes de f ormule (V) , 
reference 5a, peut etre synthetis6 selon le schema 
reactionnel particulier suivant : 



^^CC^Rs 




R 4 0 



1) i.PT2NLi,-78°C 
THF ^ 

2) R < 0-CH 2 -<:0 2 Me 




1) Et 3 HMe3SiCi 

2) i-Pr 2 NU, -78°C 
suivideMejSiCI 



OS1M93 OR 5 




00 

Tf 2 0 
Pyridine 



t (C1CQ) 7 



MeaSiOTf (0,3 eq.) 
CH 2 CI 2 ,-78°C 




TfQ 



R4O 



(9a) 




OSiMe3 



Selon ce schema - de synthase particulier, le 
trif late (5a) est prepar6 a partir de 1'alcool 



w. — r~ 
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correspondant (X) par traitement avec 1' anliydride 
triflique (Tf 2 0) , en presence d'une base telle que la 
pyridine. L'alcool (X) provient de la reaction d'un 
1,3-bis (trimtitliylsiloxy) -1, 3 -butadiene (9a) 
5 convenablement substitue avec le chlorure d'oxalyle, 
catalysee par du triflate de methyle. Cette reaction de 
cyclisation, ainsi que la preparation du 1,3- 
bis (trimethylsiloxy) -1, 3-butadiene (9a) sont adaptes 
des travaux de Langer, tels que ceux mentionnes ci- 

10 dessus. Le (3-cetoester (VIII) prScurseur du 1,3- 
bis (trimethylsiloxy) -1,3 -butadiene (9a) est obtenu par 
reaction de l'enolate lithie forme a partir du 
ph^nylacetate correspondant (VII) avec un a- 
alcoxyacetate de methyl e . 

15 

Les composes selon la presente invention 
peuvent etre utilises en particulier pour leur activite 

antioxydante . 

Ainsi, la presente invention a egalement 
20 pour objet des agents antioxydants de formule (I) 
suivante : 
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(1) 

dans laquelle les R x , R 6 / R 7 et R 8 , identigues ou 
diff brents, representent H, -OH ou OR 9/ R 2 represente H, 
-OH ou -0R 9/ R 3 represente H, R 9/ -C0 2 R 9 ou -CO-NHRio, ou 
R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -O-CO-, les R 4 et R 5| 
identiques ou differents, representent H ou R 9 , R 9 
repr§sentant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
comportant de 1 & 20 atomes de carbone, R xo reprgsentant 
R 9 ou -(CH 2 ) a -NH- (CH 2 ) b -NH 2 avec a et b €tant des entiers 
allant de 2 & 4, et leurs sels. 

Lorsque R 2 et R 3 forment ensemble -0-CO-, 
1' agent antioxydant prSsente une structure chimique 
identique a celle du compose de formule (II) definie 
ci-dessus . 

Parmi ces agents de formule (II)/ on peut 
citer 1' agent connu sous la terminologie de norbadione 
A, pour laquelle les Ri et R 7 representent -OH, les R4, 
R 5/ R 6 et R 9 representent H. La norbadione A peut etre 
representee par la formule (XI) suivante : 
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(XI) 



On peut citer Sgalement, parmi les agents 
antioxydants selon 1 ' invention, la norbaciione A sous 
forme de disel potassique, qui peut etre ainsi 
representee par la formule (XII) suivante (pr^sentant 
deux formes (a) et (b) ) : 




(XII) 



I 
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La norbadione A est un produit naturel, qui 
a ete extrait a ce jour de deux especes de champignons. 
Elle const itue l'un des pigments du chapeau du bolet 
bai (Xerocomus badius) , qui est une espSce comestible 
5 tr§s appreciee, tel que cela est decrit dans 1' article 
« Pigments from the cap cuticle of the Bay Boletus », 
Angew.Chem.Int.Ed.Engl.23 (1984) ,n°6 [4] . On la trouve 
6galement dans le pisolithe des sables {Pisolithus 
tinctorius) , corarae l'indique 1' article intitule «A 
10 naphtalenoid pulvinic acid derivative from the Fungus 
Pisolithus Tinctorius », Phytochemistry, vol 24, n°6, 
pp 1351-1354, 1985 [5] . 

La norbadione A est extraite de ces 
champignons sous forme de disel de potassium {formule 
15 XII) et peut etre convert ie en le diacide correspondant . 
(formule XI) par traitement avec une solution d'acide 
chlorhydrique . 

Gr&ce & leurs proprietes antioxydantes 
20 particuliSrement efficaces, ces agents antioxydants de 
formule (I) peuvent entrer dans des compositions 
pharmaceutiques, comprenant au mo ins un des agents 
antioxydants selon 1' invention et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 
25 On entend par vehicule pharmaceutiquement 

acceptable un materiel, qui peut etre administrg a un 
individu en mSme temps que 1 ' agent antioxydant et qui 
ne comporte pas d' ef f et biologique indesirable. 

Ces compositions peuvent etre utilisees 
30 pour le traitement des maladies decoulant d'un stress 
oxydant . 
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Ainsi, ces compositions pharmaceutiques 
comprenant les agents selon 1' invention peuvent §tre 
utilisees pour le traitement de maladies 
5 inf lammatoires , en particulier les maladies se 
traduisant / en reaction a un allergisant, par la 
production de cytokines. 

Par exemple, des compositions 

pharmaceutiques comprenant de la norbadione sous forme 
10 de diacide (formule XI) ou de disel (formule XII) 
contribuent, de fagon dose- dependant e §l ditninuer la 

production de cytokines TNF-oc et IL-10 d'un hote 
infecte par un allergisant tel qu'un liposaccharide, ce 
qui montre que les agents ant i oxy dant s , selon la 

15 pr§sente invention, presentent une activite anti- 
inf lammatoire . 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent 
etre egalement utilisees pour assurer un effet 
protecteur de cellules vis-a-vis d' une apoptose 

2 0 consecutive a une accumulation de radicaux libres au 
sein desdites cellules. 

Ainsi, ces compositions peuvent etre 
utilisees pour le maintien en survie de cellules 
soumises a un r ayonnement ionisant induisant la 

2 5 production de radicaux libres. 

De ce fait, ces compositions sont aptes a 
contrer les effets d'un r ayonnement ionisant ou d'un 
rayonnement ultra-violet envers des cellules soumises 
audit rayonnement, du fait que les agents antioxydants 

30 selon la present e invention incorpores dans ces 



compositions captent les radicaux formes par action 
dudit rayonnement sur ces cellules. 

Ces compositions peuvent egalement etre 
utilisees pour le maintien en survie de cellules saines 
soumises a 1' action de medicaments induisant la 
production de radicaux libres. 

De ce fait, - ces compositions peuvent 
attenuer la cytotoxicity de medicaments, engendrant par 
leurs effets secondaires, un stress oxydant. 

De plus amples details concernant 
1' activity de ces compositions incorporant des agents 
selon 1' invention tels que mentionnes ci-dessus seront 
explicites dans la partie detaillee de la description. 

La presente invention a Egalement pour 
objet des compositions cosmetiques incorporant au moins 
un agent antioxydant selon 1' invention, ladite 
composition comprenant, en outre un vehicule 
cosm^tiqueraent acceptable. 

Ces compositions cosmetiques peuvent se 
presenter sous diff£rentes formes, telles que des 
crimes, huiles.., destinees a un usage topique cutane, 
le r61e des agents antioxydants etant de pieger les 
radicaux libres au niveau de la surface cutanee sur 
laquelle est appliquee la composition cosmetique. Les 
compositions selon 1' invention contribuent ainsi a 
ralentir le processus de vieillissement cutan£, 
engendre notamment par 1' accumulation de radicaux 
libres . 



Enfin, la presente invention a pour objet 
des compositions alimentaires, comprenant en tant 
qu'additifs au moins un agent antioxydant selon 
1' invention, Les agents antioxydants selon la presente 
invention peuvent etre utilises, en particulier, en 
tant qu'additifs dans des compositions alimentaires 
aptes a produire facilement des radicaux libres, tels 
que les huiles, le beurre , 

Des agents antioxydants particulierement 
efficaces pouvant entrer dans les compositions 
pharmaceutiques, cosmetiques ou alimentaires, 

correspondent aux agents de formule (XI) ou (XII) , tel 
que definis ci-dessus. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
la presente invention apparaitront encore S la lecture 
de la description qui suit, donnee a titre illustratif 
et non limitatif en reference aux dessins annexes . 

Breve description des dessins . 

les figures 1, 2 et 3 sont des graphiques illustrant 
1'activite antioxydante de la norbadione A sous 
forme de disel potassique vis-a-vis d' antioxydants 
classiques par suivi de la degradation de la 
thymidine soumise k un stress oxydant de nature 

radiative (rayons y emis par le 137 Cs sur la figure 1 
ou rayons XJV sur la figure 2) ou chimique (figure 
3) ; 
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- les figures 4 et 5 sont des graphiques illustrant 
1'effet antiinf lammatoire de la norbadione A sous 
forme de diacide (figures 4) ou de disel potass ique 
(figures 5) par mesure de la production de certaines 
cytokines par des cellules soumises i. un 
allergisant ; 

la figure 6 est un graphique illustrant 1' activity 
protectrice de la norbadione A sous forme de 
diacide ou de disel vis-S-vis de cellules soumises a 
un rayonnement ionisant ; 

la figure 7 est un graphique illustrant 1' activity 
protectrice de la norbadione A sous forme de 
diacide ou de disel vis-^-vis de cellules soumises k 
1' action du cisplatine ; 

la figure 8 est un graphique qui represente la 
contraction vasculaire d' anneaux d' aorte de rat C(g) 
(g signifiant gramme) en fonction de la 
concentration en pyrrogallol [Pyr] (\M) , en 
1' absence de norbadione A et en presence de 

norbadione A 100 |IM ; 

la figure 9 est un graphique representant le taux de 
relaxation vasculaire des anneaux R(%) en fonction 
de la concentration en Sin-1 [Sin-1] (jiM) en 
1' absence de norbadione A et en presence de 

norbadione A 10 0 pM) . 

EXPOSE DETAILLE DE L' INVENTION 

Les exemples 1 a 5 illustrent les 
propriety de la norbadione A sous forme de diacide ou 
de disel, d^coulant de leur activite antioxydantes . 
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L'exemple 6 illustre un exemple de synthese 
totale d'un compose de formule (III) prgsentant 
egalement une activite antioxydante. 

5 Exemple 1. Evaluation de 1' activity antioxydante de la 
norbadione A. 

L' Evaluation de 1' activite antioxydante du 
disel potassique de la norbadione A a etS effectuee 

10 par un test de criblage in vitro. 

Ce test est base sur le suivi de la 
degradation de la thymidine soumise a differents stress 
oxydants en presence de differents agents antioxydants, 
qui sont la norbadione A sous forme de disel potassique 

15 (intitul^e Nor-B sur les figures 1 a 3) conforme & 
1' invention, et les agents antioxydants suivants : 
quercetine (1) , f is€tine (2) , myricetine (3) , catechine 
(4) , 7 -hydroxy- 4 -methyl- 8 -nitrocoumarine (5) , Trolox 
(6) sur les figures 1 a 3. 

20 En presence d'un antioxydant, la thymidine 

est protegee de maniere plus ou moins efficace selon la 
nature dudit antioxydant . L'efficacitE de 1 ' antioxydant 
est quantifiee en dosant la thymidine restante 
(quantifiee en % en ordonnee du graphique) a l'aide 

25 d'un dosage immunoenzymat ique , du type ELISA dit « par 
competition ». Ce dosage ELISA consiste a realiser une 
competition de liaison k un anticorps monoclonal 
specifique de la thymidine fixe sur une phase solide, 
entre la thymidine restante a la fin du test et la 

30 thymidine marquee par une enzyme (1 ' acetylcholine 
esterase) . Apres lavage, l'enzyme fix€e est quantifiee 



par detection colorimetrique a l'aide du diacide 5,5'- 
dithio-bis (2-nitrobenzoxque) (dit reactif d'Ellman) et 
en presence d' acetylcholine . 

Trois series de tests ont €t£ mises en 

oeuvre : 

- une premiere serie consistant §. doser la 
thymidine restante suite' a une irradiation gamma 
(pendant 3H30) induite par du cesium 137, ladite 
thymidine etant presente en debut de test a une 
concentration de 15 JIM avec une concentration 

d' antioxydant de 12 JIM (figure 1) ; 

- une deuxieme serie consistant a doser la 
thymidine restante suite a une irradiation 
ultraviolette a 254 ran (1,750*/ cm 2 en presence de H 2 0 2 
5mM, ladite thymidine etant present e en debut de test a 
une concentration de 70 JIM avec une concentration 

d' antioxydant de 100 |LlM (figure 2) ; ^ 

- une troisieme serie consistant a doser 
la thymidine restante soumise un stress chimique 
oxydant (reactif de Fenton FeS0 4 /EDTA 0,35mM en 
presence de H 2 0 2 35mM) , ladite thymidine etant presente 

♦ 

en debut de test a une concentration de 7 0 jllM avec une 

concentration d' antioxydant de 20 \JM (figure 3). 

Les resultats de ces tests sont regroupes 
respectivement , pour la premiere sSrie sur la figure 1, 
pour la deuxidme serie sur la figure 2, pour la 
troisieme serie sur la figure 3. 

Les figures 1 a 3 montrent explicitement 
que la norbadione A presente le meilleur pouvoir 
antioxydant (ce dernier £tant quantifie par la mesure 
du pourcentage de thymidine restante apres action du 
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stress oxydant, % represents en ordonnee des graphiques 
des figures 1 a 3) par comparaison, par exemple, avec 
la quercetine (1) issue du the ou du vin reputee pour 
sa propriete antioxydante puissante et par comparaisons 
avec les autres agents antioxydants classiques (2) , 
(3) , (4) , (5) et (6) . 

EXEMPLE 2 . Eva 1 uat i on du pouvo i r ant i - inf 1 ammat o i re de 
la norbadione . 

Dans cet exemple, on demontre 1'effet 
biologique antiinf 1 ammat o ire induit par 1'activite 
antioxydante de la norbadione A sous forme de diacide 
ou de disel potassique, en detectant les cytokines 
produites par des cellules de type monocytes lors d'un 
traitement par un liposaccharide allergisant. Ce 
liposaccharide est une endotoxine situ€e sur la 
membrane externe des bacteries Gram-negatives. En 
particulier, il stimule la production de cytokines pro- 
inf lammatoires par les cellules mononucle aires 
(monocytes, macrophages) de I'hote infect^. 

Si en presence du produit a tester, une 
modification de la production des cytokines est mise en 
evidence, on en deduit que le produit pr^sente un 
activite anti -inf lammatoire . 

Ce test est effectue de la fagon suivante . 
Des cellules sanguines humaines de donneurs sains 
(dites PBMC pour "peripheral blood mononuclear cells 7 ) 
sont incub^es avec la norbadione A ou B §. des 
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concentrations croissantes (de 1CT 8 M a 10' 5 M) avec ou 
activation simultanee par le lipopoly saccharide de 
Salmonella abortus equi a la concentration de 5 pg.mL , 
dans des plaques de culture de 24 puits, pendant 24 
heures a 37 °C, dans une atmosphere humidifiee de 5% en 
C0 2 et 95% en air. Apres incubation, le surnageant est 
enleve et stocke a -20°C jusqu'a realisation du test. 

Plus precisement, la detection des 
cytokines presentes dans les echantillons est mesuree a 
l'aide d'un dosage ELISA cytometrique de type 
« sandwich ». Des microparticules (billes) de 
polystyrene (de 6 types differents, chacunes etant 
marquees par une quant ite differente de colorant 
fluorescent dont la longueur d'onde d' emission FL-3 est 
d' environ 650 nra) sont couplees a un anticorps 
specif ique de l'une des 2 cytokines TNFCt, IL-2, IL- 
10. On obtient ainsi des anticorps de type Ac-PS. Lors 
de 1' incubation, les cytokines presentes dans 
l'echantillon se lient aux anticorps Ac-PS. Les 
cytokines capturees sont detectees a l'aide d'un test 
immunologique mene directement, qui utilise 2 anticorps 
spec'ifiques de chaque cytokine couples a de la 
phycoerythrine qui emet a une longueur d'onde FL-2 
d' environ 585 nm (Ac-PB) . Apres lavage de l'exces de 
Ac-PE, la presence des cytokines est mesuree par 

cytometrie en flux. 

On mesure la fluorescence selon les 6 
intensites de fluorescence FL-3 et selon la longueur 
d'onde FL-2. L' intensity de la fluorescence FL-2 permet 
de determiner la quant ite de chaque cytokine present e 



• "H* [W • 
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dans 1 ' echantillon (par comparaison avec des courbes 
standards . 

De plus amples informations concernant 
cette technique sont disponibles dans 1' article de Cook 
5 et al, Journal of Immunological Methods, 2001 , 254 , 
pages 109-118 [7] 

Les resultats de ces tests sont regroupes 
sur les figures 4 a 5 qui representent le pourcentage 
de reponse note % (c' est-S-dire la quantite de 

10 cytokine observee par rapport a la quantite observee 
lors d'un controle ou le produit n'a pas etS ajout§) en 
fonction de la concentration (en nM) de norbadione A 
sous forme de diacide ou de disel potass ique, note 
[Nor -A] ou [Nor-B] sur lesdites figures. 

15 En presence de norbadione sous forme de 

diacide (Nor-A) (figure 4) , ou de norbadione sous forme 
de disel potassique, (Nor-B) (figure 5) , les tests ont 
mis en evidence Tine reduction significative dose- 

dependante de la production de cytokines TNF-a et IL- 
2 0 10, ce qui prouve l'effet anti- inf lammatoire de la 
norbadione . 

EXEMPLE 3. Evaluation de l'activite de protection des 
cellules par la norbadione, lesdites cellules etant 

2 5 soumises a un rayonnement ionisant . 

Ce test consiste a mesurer, en presence ou 
en 1 9 absence de la norbadione sous forme A sous forme 
de diacide ou de disel potassique, le taux de survie de 

3 0 cellules traitees par un rayonnement ionisant, a 1'aide 



d' indicateurs selectifs de certains organites 
cellulaires tels que les mitochondries . 

Des Sclianti lions de norbadione sous forme A 
ou B sont ajoutSs a des cultures de cellules RDM4 
(lymphomes de souris AKR) a des concentrations 
croissantes (de 0,12 k 20" Jig/mL) , deux heures avant 
1' irradiation* Celle-ci est r^alisSe par exposition de 
plaques microtests contenant les cellules a des rayons 
X de 15 MV, a 8 Gy, le milieu de culture etaht 
inchange . 

Le norabre de cellules vivantes est 
determine au sixieme jour au moyen du test Uptiblue 
(qui consiste Bl mesurer 1' activity mitochondriale des 
cellules) • Le r§actif Uptiblue (reazurine, encore 
commercialise sous la marque ALAMAR BLUE) est un 
indicateur color6 d' oxydor Eduction. La reazurine 
(bleue et non f luorescente) est reduite en resorufine 
(rose et f luorescente) par les cellules vivantes. 

Exp6rimentalement , 1' Uptiblue (dilue au 1/4 
dans le milieu de culture) est ajoute aux cellules a 
raison de 2 0 JXL par puits de 2 00 |XL. Apr£s une 
incubation de 4 heures S 3 7 °C, on mesure la 
fluorescence a une longueur d'onde de 590 nm, aprds 
excitation a une longueur d'onde de 530 nm a l'aide 
d'un lecteur de microplaques en fluorescence 
(Fluorolite 1000, Dynex) . L'intensite de fluorescence 
est proportionnelle au notnbre de cellules vivantes, 
Elle est exprim^e en « unite arbitraire de 
fluorescence ». Cette valeur depend du r€glage de 

« 

l'appareil (notamment de la tension) et du bruit de 



fond (du a la fluorescence emise par des puits ne 
contenant pas de cellules, mais contenant de 
l'Utpiblue) . Cette derniire valeur est soustraite des 
valeurs experimental es . 

Les rSsultats de ce test sont regroupes sur 
la figure 6, qui represente la fluorescence observSe 
permettant de quantifier le nombre de cellules 
vivantes , ladite fluorescence etant exprimee en unites 
arbitraires de fluorescence en ordonn^e du graphique en 
fonction de la concentration en norbadione A sous 
forme de diacide ou de disel potassique, notee [Nor -A] 
ou [Nor-B] (en pg/mL) . Sur cette figure, on constate 
une forte augmentation du nombre de cellules vivantes 
en fonction de la concentration de la norbadione . 

Cependant, & partir d'une concentration en 

norbadione de 2 0 (Llg/mL, cette valeur diminue f orteitfent . 

On en deduit ainsi, que la nordadione, sous 
sa forme de disel ou de diacide, protege les cellules 
contre les rayonnements ionisants, de maniere 
significative et dose - dependant e . 

On peut noter que, sans irradiation, la 
norbadione A est sans effet sur la croissance et la 
viabilite des cellules RDM4, meme a 20 (ig/mL.. 

EXEMPLE 4. Evaluation de l'activite de protection des 
cellules par la norbadione, lesdites cellules etant 
soumises a 1' action du cisplatine. 



Ce test consiste a mesurer, en presence de 
norbadione A sous forme de diacide ou de disel 
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potassique, le taux de survie de cellules traitees par 
le c i splat ine. 

Des cellules Ki de carcinomes thyroldiens 
huraains sont cultivees dans des plaques microtest de 96 
5 puits a font plat en presence d'une concentration 

•unique (20 pg/mL) de norbadione A sous forme de diacide 
ou de disel potassique* Apres deux heures, un agent 
genotoxique, le cisplatine, est ajoute au milieu de 
culture a des concentrations croissantes (de 12 £ 100 

10 JIM) • Deux jours plus tard, le notnbre de cellules est 
determine au moyen du test a la sulf orhodamine B (dite 
SRB), qui mesure la quantite de proteines cellulaires. 

La sulf orhodamine B (dite SRB) est un 
colorant anionique se fixant de fagon electrostatique 

15 aux proteines cellulaires, Ce test est frequemment 
utilise pour 1' evaluation des activites cytotoxiques et 
cytostatiques de nouvelles drogues ant i tumoral es . 

De plus amples informations concernant 
cette technique sont disponibles dans 1' article de 

2 0 Papazisis et col <c Optimization of the sulf orhodamine B 
colorimetric assay » r J- Immunol -Me th, 208, pages 151- 
158/ 1997 [8] . 

Les resultats de ce test sont regroupSs sur 
la figure 7, qui represente la fluorescence observ^e 

2 5 pres addition de SRB (exprimee en unites arbitraires de 

fluorescence) en fonction de la concentration en 

cisplatine (en fiM) , 

D ' apres cette figure, l'on peut cons tat er 
que la cytotoxicity du cisplatine est trds nettement 

3 0 attenuee par la presence de norbadione sous forme de 

disel ( courbe a) ou de diacide (courbe b) , par rapport 
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au cas ou la cytotoxicity du cisplatine est evaluee en 
1 ' absence de norbadione (courbes c et d) . 

Cette activite de protection des cellules 
vis-a-vis du cisplatine decoule de 1' activite 
antioxydante de la norbadione. 

EXEMPLS 5 - Effets de la norbadione sur les anneaux 
d' aorte de rat . 

Cet exemple a pour objectif de montrer 
1' activite antioxydante de la norbadione A sous forme 
de disel potassique sur les anneaux d' aorte de rat. 

Ces series de tests mettent en evidence 
1' activity antioxydante de la norbadione A sur les 
anneaux d' aorte de rat. 

Au cours d'une premiere serie de tests, on 
soumet, dans un premier temps, des anneaux d' aorte de 
rat, au pyrogallol, gSnerateur de radicaux superoxydes, 
ces radicaux induisant une contraction des anneaux 
d' aorte de rat et on mesure, en 1' absence de norbadione 
le taux de contraction de ces anneaux. 

Dans un deuxieme temps, on reitere les 
memes operations, dans les memes conditions que celles 
mentionnees ci-dessus, cette fois en presence de 
norbadione. 

Les resultats sont regroupes sur la figure 
8, qui represente le taux de contraction vasculaire des 
anneaux C(g) en fonction de la concentration en 
pyrrogallol [Pyr] (\xM) , en 1' absence de norbadione A 
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(courbe a) et en presence de norbadione A a la 

concentration de 100 |JM (courbe b) . 

L'on constate que la courbe (a) est situee 
au-dessus de la courbe (b) , ce qui signif ie que la 
contraction des anneaux d'aorte provoquee par le 
pyrogallol est supprimee en presence de norbadione A, 
du fait que la norbadione capte les especes oxygenees 
reactives radicalaires engendrees par le pyrogallol. 

Au cours d'une deuxieme serie de tests, on 
soumet des anneaux d'aorte de rat, au SYN-1 (3- 
morpholino-sydnonimime) , generateur de radicaux NO, 
induisant une relaxation des anneaux d'aorte de rat et 
on mesure le taux de relaxation de ces anneaux. En 
presence de norbadione, on mesure, dans les memes 
conditions que celles mentionnees ci-dessus, le taux de 
relaxation des anneaux. Les result ats sont reportes sur 
la figure 9, qui represente le taux de relaxation 
vasculaire des anneaux R(%) en fonction de la 
concentration en Sin-1 [Sin-1] (JIM) en 1' absence de 
norbadione A (courbe a) et en presence de norbadione A 
100 (IM) (courbe b) . 

L'on constate que la courbe (a) est situee 
en-dessous de la courbe (b) , ce qui signif ie que la 
relaxation des anneaux d'aorte provoquee par le SYN-1 
est amoindrie en presence de norbadione, du fait que la 
norbadione capte partiellement les radicaux NO. 



EXEMPIiE 6-Preparation du compose de formule (III) 



Cet exemple pre s exit e un exemple 
preparation d'un compose de formule (III) : 




(III) 



Ce compose repond a la formule (I) dans 
laquelle les R x , R 2 , R3, Re et R 8 representent H, les R 4 
et R 5 reprgsentent -CH 3/ les R 7 representent -OCH 3 . 

La synthese de ce compose correspond au 
schema r^actionnel suivant : 




C0 2 Me 



1) i-Pr 2 NLi, -78°C 

THF 

2) MeO-CH 2 -C0 2 Me 




1) Et 3 N, Me 3 SiCl 

2) i-Pr 2 NLi, -78°C 
suivi de Me 3 SiCl 




OSiMe 3 




H 
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suivi d'un couplage dit « de Suzuki » pour former la 
molecule de formule (III) , le couplage etant precede de 
la synthase du compost (4a) : 




H 



(m) 

5 

a) Preparation du compose (8a) « 

Dans un bicol de 100 mL, le 4- 
methoxyphSnylacetate de m6thyle (7a) (4,7 mL ; 29,6 

10 mmol ; 2eq) est dissous dans le THF (15 mL) et le 
melange est refroidi vers -7 0°C. Une solution de 
diisopropylamidure de lithium 2M dans 1' heptane (15 
mli ; 3 0 mmol ; 2eq) est ajoutee goutte a goutte a la 
seringue et le melange est maintenu 1 heure vers -7 0°C. 

15 Le methoxyacetate de methyl e (1,5 mL ; 15 mmol ; 1 eq) 
est additionne a la seringue et on laisse reagir 5 
heures en revenant lentement a temperature ambiante. 
Apres hydrolyse par une solution saturee de chlorure 
d' ammonium, la phase aqueuse est extraite 3 fois au 

20 dichloromethane, sSch£e sur MgS0 4 et filtree. Apres 
evaporation, on obtient une huile orange que l'on 
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chromatographic sur colonne de silice (eluant : 
pentane/acetate d'ethyle : 8/2). On isole ainsi 2,93 g 
de produit. Aspect : solide jaune, Tf US ion : 44 °C, 
Rendement : 77%. 

RMN 1 H (CDC1 3 ) : 8= 3,37 (s, 3H, OMe) ; 3,75 (s, 3H, 
OMe) ; 3,81 (s, 3H, C0 2 Me) '; 4,06 et 4,10 (AB, Jab=17,1 
Hz, 2H, CH 2 ) ; 4,90 (s, 1H, CH) ; 6,91 (d, J=8,5 Hz, 
2H, Ph) ; 7,26 (d, J=8,5Hz, 2H, Ph) . 

RMN 13 C (CDCI3) t 5= 52,5 7 55,2 ; 59,3 ; 59,8 ; 69,6 ; 
113,6 ; 114,2 ; 123,7 ; 13 0,6 ; 132,0 ; 159,5 ; 169,0 ; 
202,0. 

IR (KBr, cm" 1 ) : 1612 ; 1741 ; 2836 ; 2960 ; 3013 ; 
3434 . 

Analyse elementaire (%) : calculee pour C 13 H 16 0 5 : 
0=61,90 ; H=6,3 9 ; trouvee C=62,03 ; H=6, 44 . 

b) Preparation du compose (9b), 

Le produit de condensation (8a) prepare ci- 
dessus (5,65 g ; 22,4 mmol ; 1 eq) est dissous dans le 
THF (47 mL) dans un ballon de 100 raL. La triethyl amine 
(3,7 mL ; 26,6 mmol ; 1,2 eq.) puis le chlorure de 
trim<§thylsilyle (3,7 mL ; 29 mmol ; 1,3 6q.) sont 
ajoutes a la seringue. On observe immediatement la 
formation d'un pr6cipit6 blanc. On laisse reagir une 
nuit a temperature ambiante. Apres evaporation du THF, 
le r^sidu est repris dans le pentane. Le pr6cipit£ 



forme est filtre sur fritte puis sur raillipore 5 |xm et 
rince au pentane. Apres evaporation, 7,2 8 g d'une huile 
orange sont obtenus . 

Le derive monosilyle obtenu (7,27 g ; 22 , 4 
mmol ; leq.) est place dans un ballon de 100 rnL et 
dissous dans le THF (33 mL) . Le melange est refroidi 
vers -70°C. Une solution de LDA (lithium 
diisopropylamidure) 2M dans 1' heptane (11,2 mL ; 22,4 
mmol ; 1 eq.) est ajoutee goutte a goutte a la seringue 
et le melange est maintenu 1 heure vers -7 0°C. Le 
chlorure de trimethylsilyle (3,4 mL ; 26,7 mmol ; 1,2 
€q.) est additionne & la seringue et le melange est 
raraeng a la temperature ambiante en 3 heures . AprSs 
evaporation du THF, le residu est repris dans le 
pentane et le precipite blanc forme est filtre sur 
fritte puis sur millipore 5 |im. Apres concentration, 
8,52 g d'une huile orange sont obtenus. Rendement = 95 
%• Deux isomeres g§ometriques sont presents dans cet 
e chant ill on . 



RMN X H (CDC1 3 ) 


: 5= 


0, 04 


(s, 9H, 


OSiMe 3 


isomSre 


raajoritaire) ; 


0, 05 


(s, 


9H, 


OSiMe 3 


isomSre 


minoritaire) ; 


0,28 


(s, 


9H, 


OSiMe 3 


isomdre 


minoritaire) ; 


0,30 


(s, 


9H, 


OSiMe 3 


isomere 



majoritaire) 
3,49 (s, 3H, 



3,46 (s, 3H, OMe isomere majoritaire) ; 
OMe i sombre minoritaire) ; 3,51 (s, 3H, 
OMe isomere minoritaire) ; 3,56 (s, 3H, OMe isomere 
majoritaire) ; 3,80 (2s, 2*3H, OMe isomdre minoritaire 
et Ome isomdre majoritaire) ; 5,62 (s, 1H, CH ismoere 
majoritaire) ; 5,95 (s, 1H, CH ismoere minoritaire) ; 
6,83 (d, J=8,5 Hz, 2H, Ph) ; 7,24-7,31 (m, 2H, Ph) . 



c) Preparation du compose (10a) . 

Dans un tricol de 1 L, le derive bis-silyle 
(9b) prepare ci-dessus (8,52 g ; 21,4 mmol ; 1 6q. ) est 
dissous dans du dichloromethane (400 mL) et le melange 
est refroidi vers -70 °C Le chlorure d'oxalyle (2,5 
mL ; 28,6 mmol ; 1,3 <§q.) est ajout£ a la seringue et 
le milieu devient orange. Une solution de triflate de 
trimethylsilyle {1,2 mL ; 6,6 mmol ; 0,3 eq.) dans le 
dichloromethane (120 mL) est coulee par une ampoule a 
additionner en une heure . Le bain froid est sature de 
carboglace pour que le milieu r£actionnel revienne tres 
lentement a temperature ambiante au cours de la nuit . 
Apres hydrolyse par une solution saturee de NaCl, on 
extrait 3 fois avec du dichloromethane, on seche sur 
MgS0 4 , on filtre et on concentre. On recupSre 7,95 g 
d'un solide marron. Aprds chromatographic sur colonne 
de silice (Sluant : acetate d' ethyle/pentane : l/l) , on 
obtient 3,53 g de produit (5')- Aspect : solide jaune, 
T fU gion= 160°C, Rendement= 54 %, isomdre (E) . 

KMN 1 H (CD 3 OD) : 8= 3,85 (s, 3H, OMe ou C0 2 Me) ; 3,87 
(s, 3H, CO z Me ou OMe) ; 4,16 (s, 3H, OMe phenyle) ; 
6,96-9,99 (ra, 2H, Ph) ; 7,47-7,50 {m, 2H, Ph) . 

RMN 13 C (acetone-d 6 ) : S= 52,3 ; 55,2 ; 59,8 ; 113,5 ; 
114,5 ; 124,6 ; 130,6 ; 131,7 ; 139,9 ; 143,3 ; 160,4 ; 
164,5 ; 167,3. 

IR (KBr , cm" 1 ) : 1667 ; 1731 ; 3239 ; 3295. 
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Analyse elementaire (%) : calcul6e pour C15H14O7 : 
C=58,82 ; H=4,61 ; trouvee C=59,07 ; H= 4,92. 

d) Preparation du compost (5b) . 

5 

Dans un ballon de 250 mL, 1'alcool (10a) 
prepare ci-dessus (3,24 g ; 10 , 6 mraol ; 1 6q.) est mis 
en suspension dans le dichlorome thane (100 mL) et le 
melange est refroidi vers -70°C. La pyridine (2,2 mL ; 

10 27 mmol ; 2,5 6qO puis 1' anhydride triflique (2,2 mL ; 
13 mmol ; 1,2 eq.) sont ajoutes a la seringue . Apres 
retour a temperature ambiante en 6 heures, le melange 
est hydrolyse, lavg 3 fois a 1'eau, seche sur MgS0 4 , 
filtre et concentre. Apres chromatographie sur colonne 

15 de silice (eluant : dichlorom6thane) , on isole 3,14 g 
de triflate (VI) . Aspect : solide jaune ; T fusion =93 0 C ; 
Rendement=68%, isomer e (E) . 

RMN X H (CDC1 3 ) : 5= 3,85 (s, 3H, OMe) ; 3,90 (s, 3H, 
20 OMe) ; 4,29 (s, 3H, OMe) ; 6,94 (d, J=9,2 Hz, 2H, Ph) • 

RMN 13 C (CDCI3) ; 8= 53,1 7 55,5 ; 61,1 ; 114,6 ; 116,4 ; 

120,6 ; 122,6 ; 129,4 ; 131,4 ; 135,7 ; 155,8 ; 161,3 ; 
166, 1 • 

25 

Masse [m/z(%)] : 456 (100) (M+NH 4 + ) ; 439 (11) (M+l) . 

IR (KBr, cm' 1 ) : 1604 ; 1643 ; 1667 ; 1733 ; 1744 ; 
1783 ; 1802 ; 2961. 

30 



i w» 



i 
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e) Preparation du compose (4a) . 

5 Le bistriflate derive du 1,7- 

dihydroxynaphtalene (157 mg ; 0,98 mmol) , le 
pinacolborane (0,44 mL ; 3 mmol), le PdCl 2 (44 mg ; 
' 0,06 mmol), la triethylamine (0,84 mL ; 6 mmol) et le 
dioxane prealablement d^gaze (8 mL) sont introduits 

10 dans un bicol de 50 mL et places sous atmosphere 
d' argon. On porte a reflux pendant 2 heures sous 
agitation. Apres hydrolyse par 20 mL d'eau, la phase 
aqueuse est extraite 3 fois avec du dichloromethane. 
Les phases organiques sont reunies, sechees sur MgS0 4/ 

15 filtrees et concentrees. Une chromatographie sur 
colonne de silice (eluant : hexane/acetate d'ethyle : 
8/2) permet d' isoler 104 mg de derive bore ; 
Rendement =4 3 % . 

20 RMN X H (CDC1 3 ) : 8= 1,43 et 1,49 (2s, chacun 12H, Me) ; 
7,55 (t , 1H , J=6,7 Hz , g) ; 7,88 (m , 2H) ; 7,97 
(d / 1H , <J=6,7 Hz) ; 8,09 (d , 1H , J=6,7 Hz) ; 9,31 
(S , 1H) . 

25 RMN 13 C (CDC1 3 ) : 8= 24,8 ; 83,6 126,9 ; 128,2 ; 
125,7 ; 127,2 ; 129,8 ; 130,1 ; 130,9 ; 134,7 ; 136,0 ; 
136, 5 . 



30 
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f ) Preparation du compose final (III) . 

Le triflate (VI) prepare ci-dessus (214 
mg ; 0,488 mmol ; 2,1 eq.), le 1 , 7-bis (4 , 4 , 5, 5- 
tetramethyl-1,3, 2-dioxaborolan-2-yl)naphatlene (89 mg ; 

0,234 mmol ; 1 eq.),/ 

dichlorobis (triphenylphosphine) palladium (19 mg ; 0,003 
mmol ; 0,1 eq.) et 20 mL de THF prealablement degaze 
sont introduits dans un bicol de 50 mL et places sous 
atmosphere d' argon. Une solution aqueuse 2M de 
bicarbonate de sodium (4,8 mL) est ajoutee. On porte a 
reflux pendant 3 heures. Apres hydrolyse par 30 mL 
d'eau, la phase aqueuse est extraite 3 fois avec du 
dichlorome thane. Les phases organiques sont reunies, 
sechees sur MgS0 4 , filtrees et concent rees . Une 
chromatographie sur colonne de silice (eluant : 
hexane/acetate d'ethyle : 6/4) permet d' isoler 104 mg 
de compose () . Aspect : solide jaune. Rendement : 63%. 

RMN ^-H (CDC1 3 ) : 5= 3,63 (s, 3H, OMe enolique) ; 3,80 (s, 
3H, OMe phenolique ; 3,86 ; 3,87 ; 3,90 ; 3,92 (4s, 3H 
chacun, OMe phenoliques, C0 2 Me) ; 6,94-6,99 (m, 4H, 
CHCOMe) ; 7,57-7,59 (m, 2H) ; 7,66-7,74 (m, 5H) ; 7,90 
(s, 1H) ; 7,96-7,99 (m, 2H) . 



RMN 13 C (CDCI3) : 5= 52,6 ; 55,2 ; 60,6 ; 61,5 ; 103,4 

106,5 ; 114,1 ; 116,9 ; 123,2 ; 125,9 ; 126,5 ; 127,3 

127,5 ; 128,7 ; 129,3 ; 130,1 ; 130,6 ; 130,7 ; 131,3 

133,1 ; 139,4 ; 139,5 ; 160,3 ; 163,0 ; 164,0 ; 166,8 
168, 0. 
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Analyse elementaire (%) : calculee pour C40H32O12 : 
0=68,18 ; H=4,58 ; trouv^e 0=68,03 ; H=4,83. 

References citees . 

[1] M.Jang et al, « Cancer Chemoprotective Activity of 
Resveratrol, a natural product derived from- 
grapes », Science 1997, 275, 218-220 ; 

[2] M.V Eberhardt et al . « Antioxydant Activity of 
Fresh Apples », Nature 2 000, 4 05, 903-904 ; 

[3] T.Finkel et al . « Oxydants, Oxidative Stress and 
the biology of ageing », Nature 2000, 408, 239- 
247 ; 

[4] « Pigments from the cap cuticle of the Bay 
Boletus », Angew.Chem.Int.Ed.Engl.23 (1984) ,n°6 ; 

[S] « A naphtalenoid pulvinic acid derivative from the 
Fungus Pisolithus Tinctorius », Phytochemistry , vol 
24, n°6, pp 1351-1354, 1985 ; 

[6] P.Langer et al . , « Domino Reaction of 1,3- 
bis (trimethylsilyloxy) -1, 3-dienes with Oxalyl 
Chloride : General and Stereoselective Synthesis of 
y-Alkylidenebutenolides » Chem.Eur. J. 2000, 6, N°7, 

3204-3214; 



[7] Cook et al, Journal of Immunological Methods, 2 001, 
254, pages 109-118 ; 

[8] Papazisis et col « Optimization of the 
sulf orhodamine B colorimetric assay », J. Immunol .Met h, 
208, pages 151-158, 1997 [8]. 



46 



RE VEND I CAT IONS 

1. Compose repondant a la formule (I) 

suivante : 




(I) 

dans laquelle les Ri, R 6 , R7 et R 8 , identiques ou 
differents, representent H, -OH ou OR 9/ R 2 reprgsente H, 
-OH ou -OR 9 , R 3 represent e H, R 9| -C0 2 R 9 ou -CO-NHR 10 , ou 
R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -O-CO-, les R 4 et R 5 , 
identiques ou differents, representent. H ou R 9 , R 9 
repr§sentant un groupe alkyle lineaire ou ramifi6 
comportant de 1 a 20 atomes de carbone, R xo repr<§sentant 
R 9 ou - (CH 2 ) a-NH- (CH 2 ) b -NH 2/ a et b etant des entiers 
allant de 2 a 4 et leurs sels, a 1' exception du compost 
dans lequel R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -O-CO-, 
les R 4/ R 5/ Re et R Q representent H, les Ri et R 7 
representent -OH et du disel de potassium correspondant 
a ce compose, a 1' exception du composS dans lequel R 2 
et R 3 forment ensemble un groupe -O-CO- , les Ri et R 7 
representent -OCH 3/ les R 4 et R 5 representent -CH 3 et 
les R 6 et R 8 representent H et a 1' exception du compose 
dans lequel les Ri, R 2 et R 7 representent -0-CH 3 , R 3 



represente -C0 2 CH 3 , les R 4 et R 5 representent CH 3 et les 
Re et R 8 representent H . 



2. Compose selon la revendication 1, pour 
leguel R 2 et R 3 forment ensemble un groupement -0-CO-, 
ledit compose repondant & la formule (II) suivante : 

y 5 




(id 

les R X/ R 4 , R 5/ R 6 , R 7 et R a ayant la meme definition que 
celle donn^e dans la revendication 1. 



3. Compost repondant a la formule (III) 



suivante : 




(III) 
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4. Procede de preparation de composes de 
formule (I) suivante : 

?2 




(I) 

dans laquelle les Ri, R 6 , R 7 et R 8/ identiques ou 
differents, representent H, -OH ou 0R 9 , R2 represente H, 
-OH ou -OR 9 , R 3 represente H, R 9 , -C0 2 R 9 ou -CO-NH-R 10 ou 
R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -0-CO-, les R4 et R s , 
identiques ou diff g rents, representent H ou R 9 , R 9 
representant un groupe alkyle linSaire ou ramifie 
coraportant de 1 S 20 atomes de carbone , Rio representant 
R 9 ou -(CH 2 ) a -NH- (CH 2 ) b -NH 2 avec a et b etant des entiers 
allant de 2 §l 4, et leurs sels, ledit procede 
consistant a faire reagir un compose de formule (IV) 
suivante : 
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Ri, R 2 et R 3 ayant la meme definition que celle donnee 
dans la revendication 1, les Rn, R12 representent - 
B(ORi 3 ) (OR i4 ) on -Sn(Ris)3# les R 13 et R i4 , identiques ou 
differents, representent H ou un groupe alkyle de 1 a 7 
5 atoraes de carbone ou les R i3 et R 14 forment ensemble un 
groupe alkylene lineaire ou rami fie, R X5 reprSsente un 
groupe methyl e ou butyle, 

avec un compose de formule (V) suivante : 




(V) 

les R 4 , R 5/ R 6/ R? et R 8 repondant a la meme definition 
que celle de la revendication 1 et X St ant un groupe 
partant, ladite reaction s'effectuant en presence d'une 
base, d'un catalyseur a base de platine ou palladium et 
etant suivie eventuellement d'une etape de traitement 
destinee & obtenir les sels ad§quats. 



10 



15 



5 . Procede de preparation selon la 
revendication 4, dans lequel le catalyseur a base de 
2 0 platine est 

dichlorobis (triphenylphosphine) palladium. 

6 . Procede de preparation selon la 
revendication 4 ou 5, dans lequel le compose 
25 intermediate (IV), avec Rn et R i2 repr€sentant - 



B(OR 13 ) (OR14) , est prepare par reaction d'un compost 
derive du naphtalene de formule (VI) : 




Y 



(VI) 

les Ri, R 2 et R 3 ayant la meme definition que celle 
donnee dans la revendication 1 et les Y identiques ou 
differents etant des groupes partants choisis, par 
exemple, parmi les halogenes tels que le fluor, chlore, 
brome, iode, le triflate -0-S0 2 -CF 3 , avec un compose 
bore de formules : 



H- 



B 



» 

\ 



OR 



13 



OU 



OR 14 



R 13 Q 




R14O 



B B 



/ 



OR 



13 



OR 



14 



R 13 et R14 ayant la meme signification que 
celle donnee dans la revendication 4, en presence d'une 
base ou d'un catalyseur a base de platine ou de 
palladium 

7. Proc^de de preparation selon l'une 
quelconque des revendications 4 a 6, dans lequel le 
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compose interm§diaire (V) est prepare par la succession 
d'etapes suivantes : 

a) reaction d'un ph#nylacetate de formule (VII) 
suivante : 




(VII) 

les R 5 , R 6 , R7 et R 8/ ayant la meme definition que celle 
donn^e dans la revendication 1, en milieu basique, avec 

un Ot-alcoxyacetate d' alkyle b de formule R 4 OCH 2 -CO- 
10 OAlk, R 4 r€pondant S la mSme definition que celle 
donnee dans la revendication 1, le groupement Alk etant 
un groupement alkyle lineaire ou ramifie comportant de 
Id. 2 0 a tomes de carbone, pour former un compose de 
formule (VIII) suivante : 



o 




15 

(VIII) 

b) reaction du compose (VIII) , en milieu basique avec 
un compose silyl£ de formule (R 16 ) 3 SiHal , Rxs etant un 
20 groupe alkyle lineaire ou ramifie comportant de 1 k 4 
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atomes de carbone, Hal §tant un groupe halogene, tel 
que F, CI, Br, I afin d'obtenir un compose disilyld de 
formule (IX) : 




(IX) 



c) reaction de cyclisation du compost (IX) avec le 
chlorure d'oxalyle (ClCO) 2 / pour former le compost de 
10 formule (X) : 




(X) 

d) reaction du composS avec un reactif apte a former 
avec le -OH du cycle lactone un groupe partant afin 
15 d'obtenir la compose de formule (V), 



• v a -w jm? k 



5 



10 
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8- Agent antioxydant de forraule (I) 

suivante : 



dans laquelle les R a , R 6 , R 7 et R 8 , identiques ou 
differents, representent H, -OH ou OR 9 , R 2 represente H, 
-OH ou -OR 9 , R 3 represente H, R 9 , -C0 2 R 9 ou -CO-NHRi 0/ ou 
R 2 et R 3 forment ensemble un groupe -0-CO-, les R 4 et R 5 , 
identiques ou differents, representent H ou R 9 , R 9 
representant un groupe alkyle lineaire ou ramifie 
comportant de 1 a 20 atomes de carbone, Rio representant 
R 9 ou - (CH 2 ) a -NH- (CH 2 )b-NH 2 avec a et b etant des entiers 
allant de 2 §. 4 , et leurs sels. 




(I) 



15 



9, Agent antioxydant selon la revendication 
8, pour lequel R 2 et R 3 forment ensemble un groupement - 
0-CO-, repondant a la formule (II) suivante : 
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(ID 

les Ri, R4, R 5 , R 6 , R7 et R 8 ayant la meme definition que 
celle donnee dans la revendication 8. 

10. Agent antioxydant selon la 

revendication 9, dans lequel les R4, Rs/ Re et R 8 
correspondent a un atome d ' hydrogene , les Ri et R 7 
representent -OH, ledit compose repondant a la formule 
(XI) suivante : 




(XI) 

5 11 . Agent antioxydant selon la 

revendication 10, correspondent au disel potassique du 
compose de formule (XI) de la revendication 10, ledit 
disel, existant sous deux formes (a) et (b) rSpondant a 
la formule (XII) suivante : 

10 




(XII) 

15 
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12 . Composition pharmaceutique comprenant 
au moins un agent antioxydant selon l'une quelconque 
des revendi cat ions 8 a 11 et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

13. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 12, utilisable pour le traitement de 
maladies inf lammatoires . 

14. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 12, utilisable pour le maintien en survie 
de cellules souraises a un rayonnement ionisant 
induisant la production de radicaux libres. 

15. Composition pharmaceutique selon la* 

■ 

revendication 12, utilisable pour le maintien en survie 1 
de cellules saines soumises a 1' action de medicaments 
induisant la production de radicaux libres. 

16. Composition cosmetigue comprenant au 
moins un agent antioxydant selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 11 et un vehicule cosmetiquement 
acceptable . 

17. Composition alimentaire comprenant en 
tant qu'additifs au moins un agent antioxydant selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 11. 



18. Composition selon l'une quelconque des 
revendications 12 a 17, comprenant un agent antioxydant 



de formule (XI) tel que definie dans la revendication 
10 . 

19. Composition selon 1'une quelconque des 
revendications 12 a 17, comprenant un agent antioxydant 
de formule (XII) tel que definie dans la revendication 
11 . 
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(Si !e demandeur rfest pas I'inventeur ou Tunique inventeur) 



Cet imprime est a remplir lisiblernent a I'encre noire 



03 113 W /260899 



Vos r6f erences pour ce dossier 

(jacultaiij) 



N° D'ENREGISTRENIENT NATIONAL 



B 14083.3 FG 



TITRE DE L'lNVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 



NOUVEAUX COMPOSES, UTILISABLES EN TANT QU' AGENTS ANTIOXYDANTS DANS DES 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES, COSMETIQUES OU ALIMENT AIRES ET LEUR 
PROCEDE DE PREPARATION 



LE(S) DEKIANDEUR(S) : 

F. GUERRE 

c/o BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 
75008 PARIS FRANCE 
422-5/S002 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : (Indiquez en haut I droite «Page N° S'l! y a plus de trois inveftteurs, 
utilisez un formulalre identique et numero tez chaque page en indiquant l e nombre total de pages). 

MIOSKOWSKI 



Norn 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 
Societe d'appartenance (faculialif) 

Nom 
Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (faatltalif) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et v ille 
Societe d'appartenance (facultalif) 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEWIANDEUR(S) 
OU DU EVIANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 

Paris, le 28juin2002 
F. GUERRE 



Charles 
14, rue Baudelaire 



67200 [STRASBOURG FRANCE 



LE GAL L 
Thierry 



82, rue Pierre Brossolette - Batiment A, Escalier 5 
fCHATILLQN FRANCE 



92320 



DESAG E 
Marine 

12bis, rue Vavin 



75006 



PARIS FRANCE 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a rinformatique, aux fichiers et aux liberies s'appltque aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'iNPI. 




lKftTlTUT 
NMtONAL DE 
LA PROPalHTl 
1NDUSTRICLLS 



BUEVET D'INVENTiON 

CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelte - Lwre VI 




N° U235'02 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis. rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Telecopie : 01 42 93 59 30 



DESIGNATION D1NVENTEUR(S) Page N° Z . / 2. . 
(Si le demandeur n'est pas I'inventeur ou 1'unique inventeur) 



Cet imprime est a remplir Usiblement a I'encre noire 



03 113 W /260333 



Vos references pour ce dossier 

(facultatif) 

W° D'ENREGISTREIWENT NATIONAL 



B 14083.3 FG 
0 



T1TRE DE LMNVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

PROCEDE DE PREPARATION 



LE(S) DEWIANDEUR(S) : 

F. GUERRE 

c/o BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancereaux 
75008 PARIS FRANCE 
422-5/S002 



nmGt*El*m EM TANT QU'INVENTEUR(S) : (Indiquez en ha«t i droite «|>age wF 1/1, S>1\ y a plus de trois mventeurs, 

numerote, cnaque page en Indiguant le no mbre total de pages). 

MEUNIER 
Stephane 



Norn 
Prenoms 



Adresse 



Rue 



i,rue Cassini 



Code postal et v'tlle 
Societe d'appartenance (facultatif) 



750 1 4 1 PARIS FRANCE 



Norn 



Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



NOWACZYK 
Stephanie 

49, rue Martial Boudet 
92370 1 CHAVII XE FRANCE 



Societe d'appartenance (facultatif) 



Nom 



TARAN 



Prenoms 



Fr6deric 



Adresse 



Rue 



7, all6e du Pre Clair 



Code postal et ville 



91190 ] GIF-SUR-YVETTE FRANCE 



Societe d r appartenance (facultatif) 

DATE ET SIGNATURE^) 
DU (DES) DEWJAWDEUR(S) 
OU DU WIANDATAIRE 
(Nom et qualrte du signataire) 

Paris, le 28juin 2002 




Ul^^S ianvier 1978 relative a rinfolmatiqu e, aux fichiers et aux libertes s'appiicue y reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I wvu 



